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赖氨大黄酸与大黄酸对大鼠胆汁淤积性肝纤维化的疗效比较
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【
摘要】目的  探讨赖氨大黄酸（rhein lysinat，RHL）和大黄酸对胆汁淤积性肝纤维化模型大鼠肝脏的保护作用，比较RHL与大黄酸对大鼠胆汁淤积性肝纤维化的疗效。方法  采用胆总管结扎（bile duct ligation，BDL）的方法制造了大鼠胆汁淤积性肝纤维化模型，将大鼠随机分为5组：赖氨酸组、RHL组、大黄酸组、模型组、对照组。检测大鼠血清中天冬氨酸转氨酶（AST）、丙氨酸转氨酶（ALT）、总胆汁酸（TBA）和总胆红素（TBIL）的含量，HE染色观察肝脏组织病理学改变，Masson三色染色观察肝脏纤维结缔组织改变，使用酶标仪通过试剂盒检测肝脏羟脯氨酸（hydroxyproline，Hyp）含量，免疫组化染色观察α平滑肌肌动蛋白（α-smooth muscleactin，α-SMA）的分布与表达，Western blotting 检测α-SMA相对表达量的变化。结果  与对照组相比较，模型组大鼠生长速率、肝脏与体质量比、血清中AST、ALT、TBA和TBIL的含量升高（P<0.05），肝小叶的结构被破坏，纤维异常增生，Hyp的含量升高，免疫组化染色显示α-SMA分布于胞膜和胞浆且表达增多，Western blotting结果显示模型组大鼠α-SMA相对表达量升高，提示肝星形细胞活化增多；与模型组相比，用药组大鼠生长率、肝脏与体质量比虽无显著变化，但是血清中AST、ALT、TBA、TBIL水平明显降低；用药组大鼠肝脏组织中纤维成分经治疗后减少，Hyp含量降低，用药后大鼠肝脏组织中α-SMA表达含量亦相应减少（P<0.05），提示肝星形细胞活化减少，且RHL组较大黄酸组降低显著。结论  RHL和大黄酸通过抑制肝星形细胞激活、肝脏纤维变性、蓄积来发挥对胆汁淤积性肝纤维化大鼠肝脏的保护作用，且RHL的作用强于大黄酸，提示RHL有望成为防治胆汁淤积性肝纤维化的药物。
【关键词】胆汁淤积；肝纤维化；赖氨大黄酸
中图分类号：R285.5          
文献标志码：B
肝纤维化是指细胞外基质的合成和降解的不平衡导致肝脏纤维结缔组织过度沉积，是多种原因引起的慢性肝病向肝硬化发展所经历共有的病理改变和必经途径1[]
。目前研究表明，进行抗纤维化治疗可以显著降低肝纤维化程度，可以逆转肝纤维化2[]
。大黄酸（Rhein）是一种蒽醌类化合物，是大黄、何首乌、虎杖等传统中药的主要有效成分之一。研究表明大黄酸除具有抑制肿瘤细胞增殖
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、抗炎5[]
、抗菌及调节肾功能等功效，还具有保肝和抗肝纤维化的药理作用6[]
，然而，水溶性较差的大黄酸，限制其进一步应用，为改善其水溶性，以赖氨酸作为溶剂对大黄酸的结构进行改造获得水溶性较好的赖氨大黄酸。本研究采用胆总管结扎法建立大鼠肝纤维化模型，形成人为的肝外胆道梗阻，胆汁排泄障碍导致以胶原为主的细胞外基质成分合成增多，过多沉积在肝内窦周间隙形成肝纤维化7[]
。此模型与CCL4和DMN等药物所致化学损伤动物模型8[]
相比有显着差异，成模时间短且肝实质细胞无明显坏死9[]
，对抗肝纤维化研究中具有重要意义。本研究旨在比较RHL和大黄酸防治BDL肝纤维化的作用。
1  材料与方法
1.1  动物、主要试剂和仪器：
由天津实验动物研究所提供SD大鼠，雄性，在22 ℃恒温、65%~70%的相对湿度环境中饲养适应2 d后进行实验。赖氨大黄酸自制，纯度98%，相对分子质量：430，室温储存； ALT、AST、TBA、TBIL试剂盒，HE染色试剂盒，Masson 染色试剂盒，羟脯氨酸试剂盒购，RIPA裂解液，BCA蛋白浓度测定试剂盒，α-SMA抗体，GAPDH一抗抗体、羊抗兔二抗和羊抗小鼠二抗，免疫组化试剂盒；F6/10-8G型FLUKO 超细匀浆机，5810R低温高速离心机，Gemini EM荧光读板机，BX63全自动显微镜扫描系统，电泳转印系统、凝胶成像系统，Rayto chemray 240全自动生化分析仪。
1.2  方法
1.2.1  大鼠胆汁淤积性肝纤维化模型的建立：
用10%水合氯醛3 mL/kg腹腔注射进行麻醉，解剖，在肝脏和十二指肠连接处找到胆总管，进行分离，分别结扎胆总管近端和远端，从中间剪断后关腹。假手术对照组剪开腹腔后随即关腹。
1.2.2  动物分组及处理：
按动物体质量进行分层随机分为赖氨酸组、RHL 70 mg/（kg·d） 治疗组、70 mg/（kg·d） 大黄酸组、模型组、对照组，每组4只。以灌胃的方法给药，对照组、模型组灌胃给予等量生理盐水。所有实验大鼠在实验期间自由饮食、饮水。
1.2.3  收集标本：
药物治疗2周后收集标本，术前大鼠空腹8 h，用10%水合氯醛3 mL/kg腹腔注射，在开腹后采集腹主动脉的血液标本2~3 mL，3000 r/min离心10 min，留取上层血清保存在-80 ℃冰箱待测ALT、AST、TBA、TBIL。留取大鼠肝脏组织，在冰上进行操作，用在4 ℃预冷的0.9%生理盐水反复冲洗，纵切取3~4 mm厚的肝大叶中央部位的肝组织，10%中性甲醛固定。
1.2.4  血清生化指标检测：
全自动生化分析仪进行血清学指标检测，采用酶动力学法测定ALT、AST，采用循环酶法测定TBA，采用偶氮反应法测定TBIL。
1.2.5  肝组织病理学检测：
肝脏组织在10%中性甲醛中固定12 h以上，石蜡包埋，切片（厚度3 μm）做HE、Masson染色，镜下观察并采集图片。
1.2.6  肝组织Hyp含量测定：
大鼠肝组织中Hyp含量严格按照试剂盒的说明书操作，采用样本碱水解法进行测定。
1.2.7  肝组织免疫组织化学染色（SP法）：
肝脏组织在10%中性甲醛中固定12 h以上，石蜡包埋，切片（厚度3 μm）。抗原修复，SP 法免疫组织化学染色，DAB 显色，用苏木素复染细胞核。阳性对照使用已知阳性切片，阴性对照使用PBS 代替一抗。细胞核或细胞浆出现棕黄色颗粒为阳性结果，镜下观察并采集图片。
1.2.8  Western blotting 分析：
RIPA裂解液提肝脏组织蛋白。12% SDS-PAGE电泳将等量蛋白分离后，电转移至PVDF膜上，封闭2 h，加入抗α-SMA（1∶500），GAPDH（1∶1000）作为内参，4 ℃过夜，洗膜，加二抗（1∶5000）孵育2 h，洗膜，按照1∶1混合适量的化学发光增强剂A液和B液，滴加在膜上（BeyotimeECL Plus），凝胶成像仪对各条带灰度值进行扫描并分析结果。
1.2.9  统计学处理：
各组的值均以
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±s表示，采用SPSS 17.0统计软件进行组间比较的单因素方差分析，进行t或卡方检验，P＜0.05具有统计学差异。
2  结  果
2.1  各组大鼠生长率、肝脏与体质量比和血清生化检测结果：
与对照组相比，模型组大鼠生长率下降，差异不具有统计学意（P>0.05），肝脏湿重与体质量的比值、ALT、AST、TBA、TBIL 明显升高，差异具有统计学意义（P<0.05）。与模型组相比，RHL组大鼠生长率上升，差异不具有统计学意（P>0.05），肝脏湿重与体质量的比值、ALT、AST、TBA、TBIL 明显降低，差异具有统计学意义（P<0.05）；大黄酸组大鼠生长率下降，差异不具有统计学意（P>0.05），肝脏湿重与体质量的比值、ALT、AST、TBA、TBIL 明显降低，仅ALT、TBIL 差异具有统计学意义（P<0.05）；赖氨酸组大鼠生长率、肝脏湿重与体质量的比值、ALT、AST、TBA、TBIL无明显下降，差异不具有统计学意义（P>0.05）。与大黄酸组比较，RHL 组大鼠生长率上升，差异不具有统计学意（P>0.05），肝脏湿重与体质量的比值、ALT、AST、TBA、TBIL 明显降低，仅ALT、AST、TBIL差异具有统计学意义（P<0.05），见表1。
表 1  各组大鼠生长率、肝脏与体质量比和血清生化检测结果（n=4，
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±s）
	组别
	生长率（daily%）
	肝脏/体质量
（g/kg）
	ALT
（U/L）
	AST
（U/L）
	TBA
（μmol/L）
	TBIL
（μmol/L）

	赖氨酸
	0.27±0.13 
	57.82±5.97  
	157.00±8.48  
	1263.00±103.41  
	177.33±22.37 
	163.39±14.91 

	RHL组
	0.34±0.52 
	46.25±2.64 b
	76.25±6.08 bc
	822.25±80.40 bc
	116.70±5.34 b
	90.59±18.31 bc

	大黄酸
	0.30±0.15 
	56.05±4.48 
	120.25±8.54 b
	1270.75±70.11 
	153.53±16.70 
	151.17±18.89 b

	模型组
	0.27±0.07 
	61.17±2.50 a 
	207.75±23.61 a 
	1348.50±72.45 a 
	197.67±12.13 a 
	178.51±14.15 a 

	假手术
	0.43±0.07
	26.07±1.75
	31.50±8.06
	132.25±4.35
	9.37±1.23
	0


注：a：P<0.05，与假手术组相比；b，P<0.05，与模型组相比；c，P<0.05，与大黄酸组相比
2.2  各组大鼠肝脏组织病理学改变：
通过HE 染色结果显示，对照组大鼠肝细胞排列整齐有规则，可见完整肝小叶结构，窦周间隙无胶原纤维增生；与对照组相比，模型组大鼠肝细胞排列紊乱，肝小叶结构被破坏，并伴有汇管区大量纤维组织异常增生，增生的纤维组织呈宽带状伸展；赖氨酸组与模型组非常相似；各治疗组大鼠肝细胞紊乱，但仍可见肝小叶结构，只有部分肝小叶结构被破坏，汇管区有中等量纤维增生，并呈细带状向周围伸展；与大黄酸组相比，RHL组肝细胞排列较整齐，汇管区增生的纤维组织较少。见图1。
[image: image3.jpg]Iysine group RHL group Rhein group model group control group




图 1  HE 染色检测胆汁淤积性肝纤维化大鼠肝脏组织病理改变（×200）
2.3  各组大鼠肝脏组织纤维成分分布情况：
Masson 染色显示，与对照组相比，模型组大鼠肝脏组织中纤维含量显著增多；与模型组相比，经RHL和大黄酸治疗后，大鼠肝脏组织中纤维含量显著减少，且RHL组较大黄酸组纤维含量降低更显著，见图2。
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注：*，两组之间P<0.05

图 2  Masson三色染色检测胆汁淤积性肝纤维化大鼠肝脏组织纤维分布（×200）
2.4  各组大鼠肝脏组织中Hyp含量：
与对照组相比，模型组大鼠肝脏组织中Hyp含量明显增加（P<0.05）；与模型组相比，治疗后大鼠肝组织中Hyp含量明显减少，赖氨酸组无明显差异（P >0.05），与大黄酸组相比，RHL组Hyp含量减少，差异有统计学意义（P <0.05），见图3。
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注：*，两组之间P<0.05

图 3  各组大鼠肝组织Hyp含量
2.5  各组大鼠肝脏组织切片α-SMA免疫组织化学染色结果：
免疫组化染色显示，α-SMA在细胞膜和细胞质中分布。对照组α-SMA少量表达在血管周围；模型组α-SMA大量在汇管区和纤维间隔表达，治疗组可见均少量表达在纤维隔及汇管区且大黄酸组较RHL组表达量大，见图4。
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注：*，两组之间P<0.05

图 4  免疫组织化学染色检测α-SMA在胆汁淤积性肝纤维化大鼠肝脏组织中的分布（x200）
2.6  Western blot 检测α-SMA 的表达：
与对照组相比，模型组大鼠α-SMA的表达显著增加；与模型组相比，治疗组大鼠α-SMA的表达显著减少（P<0.05），赖氨酸组无显著改变（P>0.05），与大黄酸组相比，RHL组α-SMA的表达显著减少（P <0.05），见图5。
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注：*，两组之间P<0.05
图 5  Western blot 检测α-SMA的表达
3  讨  论
肝纤维化是机体对慢性肝损伤的主动性修复反应，其特征在于肝脏细胞外基质（ECM）的异常增生和沉积，表现为肝窦毛细血管化与肝小叶内纤维化形态特征8[]
。肝纤维化并不是一种独立的疾病，其是各种慢性肝病向肝硬化及肝癌等发展的必然病理过程。本研究结果显示，BDL模型组大鼠生长率降低、肝脏与体质量比升高，生化检测分析ALT、AST、TBA TBIL显著升高，HE 染色未见完整肝小叶，肝细胞排列无规则，并伴有纤维组织异常增生，提示BDL模型复制成功10[]
。
在胆汁瘀积性肝纤维化形成过程中ECM异常增生与沉积是最关键环节。HE染色提示，各治疗组可见肝小叶结构，与大黄酸组相比，RHL的治疗使肝细胞排列较整齐，汇管区增生的纤维组织较少。Masson 染色进一步提示治疗组大鼠肝脏组织中纤维含量降低且RHL组纤维含量低于大黄酸组。此外，由于Hyp是胶原纤维独有的氨基酸，动物肝组织中羟脯氨酸含量与肝纤维化程度呈正相关11[]
，本研究中与模型组相比，各治疗组大鼠肝组织中Hyp含量显著减少，RHL组低于大黄酸组。上述病理改变证实了赖氨大黄酸和大黄酸均能够减轻肝纤维化程度，减少ECM的异常增生和过度沉积，且赖氨大黄酸的作用优于大黄酸。
此外，血清学指标检测显示，与模型组相比，RHL组大鼠的ALT、AST、TBA、TBIL显著降低，大黄酸组仅ALT、TBIL显著降低，提示RHL和大黄酸能较好地保护肝脏，改善肝功能；与大黄酸组相比，RHL组大鼠ALT、AST、TBIL指标降低，提示赖氨大黄酸的保肝作用优于大黄酸。
为了进一步研究RHL和大黄酸在预防和治疗胆汁淤积性肝纤维化中的作用，本实验检测α平滑肌肌动蛋白（α-smooth muscle actin，α-SMA）的分布和表达变化。研究表明，肝星状细胞的激活是肝纤维化发生的中心环节，肝脏ECM的产生主要细胞来源是HSC12[]
。HSC在正常情况下处于静息状态，在受到损伤后HSC被活化，表达α-SMA作为细胞活化标志，并转化成肌成纤维样细胞，增强纤维的形成13[]
，α-SMA表达量的大小与HSC的激活程度呈正比。本研究结果显示，α-SMA广泛分布于肝细胞胞膜和胞浆；与模型组相比，RHL组和大黄酸组大鼠肝组织α- SMA的表达均下降，且RHL组的表达量低于大黄酸组，提示RHL和大黄酸能够抑制HSC的激活，且RHL作用优于大黄酸。
综上所述，RHL和大黄酸通过对HSC激活的抑制，降低HSC活化的数量，减少ECM异常增生与沉积，而达到保护肝脏和治疗肝纤维化作用，并且RHL对肝纤维化的疗效优于大黄酸。
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